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杆 状 病毒 的 垂直 传播 及 绿色 荧光 蛋白 
在 棉铃 虫 幼虫 中 的 表达 


IAR, Mp ETE. TO, AR 应， AR 


(武汉 大 学 病毒 研究 所 , 武汉 430072) 


摘要 : 用 转 座 /穿梭 系统 构建 了 携 币 绿色 芝 光 和 蝇 白 基因 (p) 的 重组 棉铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 rHa- 
FGP， 以 其 多 角 体 洪 食 感染 棉铃 虫 3 龄 幼虫 ， 室 内 饲养 3 代 ， 各 代 均 可 见 自然 光 下 发 绿色 荧光 的 
杭 铃 虫 幼虫 ， 其 中 子 代 不 再 重复 感染 。 记 、 访 、 记 代 发 绿色 荧光 的 棉铃 虫 幼 虫 所 占 百 分 比分 别 为 
34%、20%、8% 。 提 取 虫 体内 的 病毒 多 角 体 DNA， 以 PCR 和 斑点 杂交 鉴定 表明 ，gjp 不 仪 在 亲 
代 杭 铃 虫 体内 正常 表达 ， 而 且 在 子 代 幼虫 中 表达 ，HaNPV 通过 卵 实现 了 垂直 传播 。 

KER: 绿色 荧光 和 蛋白 基因 ; 重组 棉铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 ;垂直 传播 
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Ei 1983 年 以 来 ， 杆 状 病毒 作为 表达 载体 显示 了 极 大 的 优越 性 ， 到 目前 为 止 已 经 在 昆 忠 细 
胞 中 表达 了 数 百 种 外 源 基因 。1994 年 Chalfie 等 1 首次 在 大 肠 杆 菌 中 表达 了 水 母 Aequorea vic- 
loria 的 绿色 荧光 生 白 基因 Cgreen fluorescent protein gene: gíb)« 此 后 gfp 作为 一 种 新 型 的 
报道 基因 得 到 广泛 应 用 ”3 。1997 年 朱 反 修 等 4 用 gfp 作为 杆 状 病毒 表达 系统 的 报道 基因 获 
得 成 功 。1998 年 朱 应 等 5 用 携带 op 的 杆 状 病毒 感染 昆虫 ， 首 次 获得 发 射 绿 色 荧光 的 幼虫 。 
然而 ， 幼 虫 被 感染 致死 ， 得 不 到 子 代 绿色 幼虫 。 

杆 状 病毒 的 传播 分 为 直接 传播 和 间接 传播 。 前 者 指 无 需 媒 介 介 导 的 感染 ， 后 者 指 媒介 介 
导 的 感染 。 直 接 传 播 又 可 分 为 水 平 传播 和 垂直 传播 。 水 平 传播 是 指 不 经 过 昆虫 生殖 系统 的 个 
体 之 间 的 传播 。 垂 直 传播 是 从 昆虫 亲 代 到 子 代 的 传播 5。 

关于 杆 状 病毒 的 垂直 传播 现象 ， 国 外 学 者 已 在 莎 草 粘 虫 Spodoptera exempta - ^. E pa 
IR S. frugiperdal9. , 海 灰 翅 夜 蛾 S. Lüorali? . SHIETOR S. exigua. VERRI. 1995 年 
Mori S3 UR FFEARORI SEAT S3: 2G 38 B S ERU Cn GA UE BH S RAR EEE. UH 
WALE, ES POR RUE KARAR ERARE. ALAARE DOG REL ESL D bio d DI 
构建 重组 杆 状 病毒 并 感染 昆虫 ， 从 基因 水 平 证 明 宿 主 昆 虫 在 低 剂量 重组 病毒 感染 之 后 不 仅 能 
稳定 携带 ， 而 且 能 通过 生殖 系统 垂直 传播 到 子 代 昆虫 ， 获 得 了 具有 绿色 荧光 表 型 的 昆虫 幼虫 ， 
实现 了 绿色 荧光 和 皇 白 在 昆虫 体内 的 传代 表达 ， 这 种 昆虫 为 研究 病毒 的 流行 学 ， 昆 虫 生理 学 和 
昆虫 迁 飞 提供 了 一 条 新 途径 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 质粒 、 细 胞 和 病毒 

转 座 载体 pFastBacl 来 源 于 GIBCO/BRL AF); 穿梭 载体 Hanpvid 和 质粒 pBlueph 由 本 实 
验 室 构建 ?21，PpS65T 由 美国 加 州 大 学 Tsien 博士 赠送 。 野 生 型 棉铃 忠 核 型 多 角 体 病毒 《He- 
licoverpa armigera nuclear polyhedrosis virus，HaNPV》 由 中 国 科 学 院 武汉 病毒 所 张 光裕 研究 
员 提 供 ;， 棉铃 虫 细胞 系 HZ-AMI1 由 武汉 大 学 杜 全 胜 博士 赠送 。 大 肠 杆 菌 DH. 为 本 实验 室 保 
ff; dNTP 购 自 Biotech 公司 ，Taq DNA RAIH B Biostar International 公司 ; 生物 素 标记 和 
检测 试剂 盒 购 自 华美 生物 工程 公司 ; Grace! s 培养 基 、 胎 牛 血清 、Lipofetin 等 购 自 GIBCO/ 
BRL 公司 。 其 余生 化 和 化 学 试剂 均 为 国产 。 实 验 用 棉铃 忠和 饲料 由 湖北 省 农业 科学 院 提 供 。 
1.2 重组 转 座 载体 的 构建 

质粒 pBlueph 含有 经 亚 克 隆 的 童 蘑 银 纹 夜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 (Autographa californica nu- 
clear polyhedrosis virus,，AcNPV》 多 角 体 基因 (yh)， 以 Ps I + Jo 工 双 酶 消化 并 回收 1.3 kb 
多 角 体 基因 片段 。 质 粒 pS65T 含有 突变 型 的 gp 基因 CefpS65TO« A EcoR I + Ps; I XE 
消化 并 回收 0.7 kb g/pS65T 基因 片 段 。 转 座 质 粒 pFastBacl DNA ARKE R pi) d A 
(Gm)， 多 角 体 基因 启动 子 (Pph)， 多 克隆 位 点 (MCS)，3’，5’ 两 侧 是 转 座 子 Tn7 EAR, 
以 EcoR I + Xho 工 双 酶 消化 pFastBacl， 并 与 上 述 两 个 回收 片段 共 连 接 后 转化 大 肠 杆菌 
DH5a ŒE Ap/Gm 两 种 抗菌 素 的 平板 上 筛选 阳性 菌落 ， 得 到 带 有 ph 及 gfpS65T 两 个 基因 
的 重组 质粒 pFGP。 
1.3 重组 穿梭 载体 的 构建 

以 穿梭 载体 Hanpvid 转化 大 肠 杆 菌 感 受 态 细胞 DH5a. YE Kan/ IPTG/ X-gal 平板 上 篇 选 
蓝 色 阳性 菌落 ， 得 到 含 Hanpvid 的 大 肠 杆 菌 。 以 质粒 pHelper (Tet MIE) 转化 含 Hanpvid 的 
大 肠 杆 菌 ， 在 含 Kan/Tet 平板 上 筛选 阳性 菌落 ， 命 名 为 大 肠 杆 菌 DHSHa。 将 含有 gfpSo5T 
和 AcNPV 多 角 体 基因 (ph) 的 重组 转 座 质粒 pFGP 转化 大 肠 杆 菌 DHSHa:. 37C 培养 4 h 后 ， 
ÉE IPTG/X-gal 及 Kan/Tet/Gm 三 种 抗菌 素 的 平板 上 筛选 白色 阳性 重组 菌落 ， 得 到 重组 穿 
梭 载 体 pHa-FGP。 
1.4 ”细胞 培养 与 病毒 感染 

将 棉铃 虫 细 胞 HZ-AMI1 用 Grace”s 培养 基 ( 补 加 0.035% NaHCO;，0.33% 水 解 乳 蛋白 ， 
0.33% 酵 母 提取 物 ，8% 胎 牛 血 清 ，pH 6.2〉 置 27 已 培养 ， 以 细胞 浓度 4x105/mlL 进行 传代 ， 
约 48 h 细胞 即 处 于 对 数 生 长 期 ， 用 Lipofectin 法 将 pHa-FGP DNA PERA, E 27'C 3839 6 
天 ， 收 获 重组 棉铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 ， 命 名 为 rHa-FGP。 
1.5 病毒 对 幼虫 的 感染 及 其 传代 饲养 

选取 健康 3 龄 槐 铃 虫 幼虫 ， 饥 饿 过 夜 ， 按 剂量 2 x 104 PIB/X.2x10 PIB/ 头 ，2 x 105 
PIB/ 头 分 三 组 〈 每 组 50 头 ) 用 重组 病毒 rHa-FGP 添 食 感 染 。 待 含 病毒 饲料 吃 完 后 ， 补 加 无 
病毒 的 饲料 。 统 计 FQ 代 各 组 发 绿色 荧光 幼虫 比例 及 化 晴 比 例 。 确 定 最 佳 感染 剂量 组 。 待 该 组 
幼虫 化 肾 ， 羽 化 和 产 卵 后 ， 采 用 4% 甲醛 浸泡 15 min 进行 卵 表 消毒 ， 继 续 饲 养 至 P 代 ， 其 间 
不 再 用 重组 病毒 rHa-FGP RR. MRAR MRE A, Fo 代 幼 虫 的 带 毒 和 GFP 表达 。 
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1.6 ”病毒 DNA 的 制备 

参照 齐 义 胶 213] 所 述 方法 ， 有 改进 。 将 病毒 致死 虫 匀 浆 ， 差 速 离心 获得 多 角 体 。 取 一 定量 
多 角 体 ， 加 入 适量 0.01 mol/L NaCO, -0.05 mol/L NaCl， 再 缓慢 加 入 0.1 mol/L NaCO; 一 
0.05 mol/L NaCl， 调 pH 至 9 一 10， 加 入 10% SDS EARE 196. 37C 放置 45 min AD, 
使 多 角 体 溶解 ， 病 毒 粒子 释放 ， 用 常规 方法 提取 病毒 粒子 DNA， 一 20 伟 保存 备用 。 

1.7 聚合 酶 链 式 反应 《PCR) 

根据 引物 设计 原则 ， 参 照 gfp 基因 的 cDNA 全 序列 ， 设 计 用 于 扩 增 ofp 基因 的 引物 ， 其 
序列 如 下 : 

正 同 引 物 : 5'-TCA CTG GAG TTG TCC CA-3' 

反 回 引物 : 5'-TGT ATA GTT CAT CCA TG-3' 

引物 由 Genemed Synthesis 公司 合成 。 

在 0.5 mL. 离心 管 中 顺 次 加 入 10 mmol/L dNTP 4 uL. 9142 1 和 引物 2 各 5 uL. SR 
DNA 5 uL. 10XBuffer 5 ul... ZG DXZARZK 25 uL... FCEE min 后 加 入 1 uL Tag DNA X 
AM OQU), WARR 40 uL 无 菌 液体 石蜡 ， 以 94C 1 min，50C 1min, 72C 2 min 为 一 
个 循环 ， 共 进行 35 个 循环 。 循 环 结束 ，72 尼 延伸 9 min， 反 应 产物 放 入 44 冰箱 冷却 。 

1.8 ”斑点 杂交 (dot blot) 

参照 华美 生物 工程 公司 提供 的 说 明 书 ， 以 质粒 pS65T DNA 为 标记 DNA， 用 Nick transla- 
tion 法 制备 生物 素 标记 的 gfp 探 针 。 提 取 重 组 病毒 DNA， 点 在 尼龙 膜 上 ， 用 探 针 进行 杂交 。 
杂交 参照 Sambrook 等 [14] 的 方法 ， 有 改进 。 


2 结果 


2.1 重组 病毒 rHa-FGP 的 构建 

将 AcNPV 的 完整 多 角 体 基因 (ph) 和 绿色 荧光 蛋白 基因 (gf/p) 插入 转 座 载体 pFast- 
Bacl 的 MCS 中 ， 构 建成 重组 转 座 载体 pFGP， 以 ph 基因 启动 子 《Pph) 控制 gfp 基因 表达 ， 
而 插入 的 另 一 拷贝 ph 基因 带 有 自身 的 启动 子 ， 在 受 体 菌 大 肠 杆 菌 DHSHa 中 ，pFGP 的 转 座 
T Tn7 左右 侧 辟 序 列 在 助手 质粒 (Hepe) 提供 的 反 式 因子 作用 下 ， 将 gp 和 ph 基因 转 座 
到 HaNPV 的 穿梭 载体 Hanpvid 的 Tn7 接受 位 点 《Tn7 att), HÆR HaNPYV 的 重组 穿梭 载体 
pHa-FGP. pHa-FGP 上 的 miniF ori 使 其 在 大 肠 杆 菌 中 低 找 贝 扩 增 ， 同 时 上 面 还 含有 HaNPV 
全 基因 组 ， 使 其 对 棉铃 忠 细 胞 具有 感染 性 ， 因 而 能 在 HZ-AMI1 细胞 和 棉铃 虫 幼虫 中 正常 复制 
表达 ， 装 配 成 HaNPV 的 多 角 体 颗粒 ， 即 重组 病毒 rHa-FGP。 全 部 构建 过 程 见 图 1， 酶 切 和 杂 
交 证 明 构 建 过 程 是 成 功 的 《图 片 略 )。 
2.2 gfp 基因 在 棉铃 虫 细胞 系 和 幼虫 中 的 表达 

以 重组 病毒 rHa-FGP 感染 棉铃 虫 细 胞 HZ-AM1，48 h 后 出 现 病毒 感染 的 特征 性 CPE Cey- 
topathic effect: 至 细胞 病变 作用 ;， 即 细胞 变 圆 ， 细 胞 核 脱 大 。 在 区 光 显 微 镜 下 可 见 被 感染 的 
细胞 发 绿色 荧光 (图 版 了: 1)。 以 此 病毒 添 食 感染 棉铃 虫 3 龄 幼虫 ，6 天 后 在 自然 光 下 即 可 
见 被 感染 的 棉铃 虫 发 绿色 荧光 【图 版 [: 2-1)。 以 上 结果 表明 ofp 基因 在 棉铃 忠 细胞 系 和 幼 
忠 中 得 到 表达 。 
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图 1 重组 棉铃 虫 核 型 多 角 体 病毒 rHa-FGP 的 构建 


Fig. 1 Construction of recombinant H. armigera nuclear polyhedrosis virus 


2.3 ”病毒 介 导 的 gfp 基因 在 棉铃 虫 幼 虫 中 的 垂直 传播 

以 重组 病毒 rHa-FGP 2 X 10* PIB/3k. 2x 10? PIB/3k. 2 x106 PIB/ 头 添 食 感 染 棉 铃 虫 3 
龄 幼虫 ， 统 计 Fy 代 各 组 发 绿色 荧光 幼虫 及 化 晴 比 例 〈 表 17。 从 表 1 看 出 ， 用 高 剂量 病毒 感 
染 ， 虽 然 能 得 到 较 高 比例 的 发 绿色 荧光 幼虫 ， 但 被 感染 幼虫 均 已 死亡 ， 不 能 化 晴 产 卵 。 而 低 
剂量 感染 幼虫 死亡 率 低 ， 发 绿色 菊 光 幼虫 的 比例 也 很 低 。 经 过 多 次 实验 发 现 ， 以 2x10 PIB/ 
头 为 最 适 感染 剂量 ， 所 获 发 绿色 菊 光 幼虫 比例 高 ， 化 晴 率 也 高 ， 便 于 进行 传代 研究 。 从 感染 
剂量 为 2x103 PIB/ 头 的 实验 组 中 ， 选 取 绿 色 棉 铃 忠 幼 忠 所 化 的 肾 继 续 退 育 ， 待 其 羽化 后 配 
对 ，3 天 后 收集 配对 成 忠 所 产 卵 退化 。 随 机 选取 50 头 幼 虫 ， 不 再 重复 感染 ， 饲 养 至 FI F 





表 1 不 同 剂量 的 重组 病毒 对 棉铃 虫 3 龄 幼虫 的 感染 
Table 1 Infection of third instar larvae with different dosages of rHa-FGP 





感染 剂量 0 ARMO ir RMO 绿 虫 所 占 比例 9 5x d oio 5g d rib eO 
(PIB/Æ) (3k) (3k) (96) (3k) (96) 
2x 10$ 50 26 52 2 了 .了 
2x105 50 17 34 10 58.8 
2 x104 50 8 16 3 37.5 
0 50 0 0 0 0 


绿 虫 指 发 射 绿 色 荧 光 的 棉铃 虫 幼 虫 Green larvae were the larvae that emitted green fluorescence: (D dosage of infection: 
number of larvae tested: number of larvae emitting green fluorescence: (@ percentage of larvae emitting green fluorecence: 
G)number of pupae from larvae emitting green fluorescence: percentage of pupation in larvae emitting green fluorescence: A 2 同 
此 The same for Table 2 
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代 ， 统 计 各 代 发 绿色 荧光 幼虫 及 化 旺 比 例 〈 表 2)。 分 别 收集 各 代 发 绿色 菊 光 的 棉铃 虫 幼 虫 
CERI: 3)。 

从 表 2 NAH py 代 感 染 后 个 再 重复 感染 的 棉铃 虫 饲养 至 了 F i RA RERIK 
铃 虫 幼虫 所 鼎 比 例 在 Ry. Fi. E; 代 和 逐次 递减 ， 但 每 代 发 射 绿 色 荧 光 的 棉铃 虫 幼虫 均 有 部 分 化 
晴 ， 表 明 低 剂量 病毒 感染 后 ， 重 组 病毒 能 通过 棉铃 虫 的 传代 实现 垂直 传播 并 表达 GFP EA. 





表 2 同一 剂量 的 重组 病毒 感染 棉铃 虫 3 龄 幼虫 及 传代 饲养 
Table 2 Culture of third instar larvae infected once with rHa-FGP for three generations 


世代 感染 剂量 总 虫 数 绿 虫 数 绿 虫 所 占 比 例 。” 绿 虫 化 晴 数 CIA Ed 
Generation (PIB/3k) GE) GE) (96) GE) (96) 
Fi 2x10? 50 17 34 10 59 
0 50 0 0 0 
E 2x10? 50 10 20 7 70 
0 50 0 0 0 
Fz 2x10 50 4 8 2 50 
0 50 0 0 0 0 


2.4 病毒 介 导 的 gfp 基因 在 昆虫 传代 中 表达 的 分 子 生物 学 鉴定 

2.4.1 PCR 鉴定 : 分 别 以 来 和 目 Fg. Fo E; 代 棉 铃 虫 幼虫 体内 的 rHa-FGP DNA, WAW 
HaNPV DNA 和 pS65T DNA 为 模板 ， 以 所 设计 的 引物 进行 gfp 基因 的 PCR 扩 增 。PCR 产物 
经 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 可 见 阳性 对 照 pS65T 和 Foy. Fo P 代 棉 铃 忠 体内 rHa-FGP 均 有 0.7 kb 
的 efp 轰 片 段 扩 增产 物 ， 而 阴性 对 照 无 此 扩 增 片段 〈 图 2)。 

2.4.2 Dot blot $E: 分 别 以 来 自 棉铃 下 Ry. Fo F5 代 幼 虫 体内 的 rHa-FGP DNA 和 野生 型 
HaNPV DNA E gfp 探 针 杂交 ， 结 果 表 明 Ro F~- Fo 代 棉 铃 忠 体内 rHa-FGP 和 阳性 对 照 
pS65T 均 有 较 强 的 杂交 信和 号， 而 阴性 对 照 无 杂交 信和 号 《图 2)。 


图 2 各 代 棉 铃 虫 幼虫 体内 重组 病毒 rHa-FGP 的 PCR 扩 增 (a) 和 dot blot 杂交 b) 
Fig. 2 Identification of rHa-FGP in larvae of three successive generations 
1. 2. 3 4r BIKE Fp Fe E 代 棉 铃 虫 幼虫 体内 的 rHa-FGP; 4 为 质粒 pS65T; 5 为 野生 型 HaNPV 
1. rHa-FGP DNA in larvae of Fe; 2. rHa-FGP DNA in larvae of F4: 3. rHa-FGP DNA in larvae of F}: 
4. pS65T DNA: 5. wild type HaNPV DNA: M. PCR DNA marker 
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以 上 结果 均 说 明 rHa-FGP ith f$ 581808 o4. OELIEIEELIRAESCER D EE., gp 基因 
在 昆虫 传代 中 得 到 表达 。 


3 Wit 


Hanpvid 是 携带 HaNPV 的 全 基因 组 与 转 座 - 穿 梭 盒 的 穿梭 载体 5 ， 它 既 能 在 大 肠 杆 菌 中 
以 质粒 的 形式 复制 ， 又 能 在 棉铃 虫 细胞 中 形成 感染 性 病毒 粒子 ， 但 由 于 转 座 - 穿 梭 盒 插 在 多 角 
体 基 因 Cph) 人 位相， 导致 Hanpvid 感染 棉铃 虫 细胞 后 不 形成 多 角 体 。 而 在 目 然 条 件 下 ， 多 角 
体 的 存在 对 于 病毒 的 口服 感染 和 流行 传播 是 至 关 重要 的 35]， 所 以 我 们 在 转 座 载 体 FastBacl 的 
MCS 中 插入 两 个 外 源 基因 : gfp 和 ph， 使 多 角 体 基因 已 插入 失 活 的 重组 病毒 rHa-FGP 得 到 
了 另 一 拷贝 的 多 角 体 基因 ， 从 而 能 够 产生 多 角 体 ， 有 利于 对 棉铃 虫 幼 虫 的 口服 感染 。 

室内 感染 棉铃 虫 发 现 ，Fo 代 感 染 后 不 再 重复 感染 的 棉铃 虫 饲养 至 FQ. P i RREK 
光 的 棉铃 虫 幼虫 比例 有 所 下 降 ， 同 时 RB. Eo 代 栅 铃 虫 荧光 出 现 的 时 间 较 Fo 代 有 所 推迟 ， 这 
5 Mori 等 :1 发 现 荧光 素 酶 基因 在 家 每 传代 中 表达 时 酶 活力 下 降 类 似 ， 推 测 这 可 能 与 病毒 的 
数量 及 其 黑 积 所 需 时 间 有 关 ， 还 可 能 与 昆虫 的 免疫 系统 对 病毒 的 包 埋 和 清除 有 关 [5]。 

本 研究 利用 efp 作 标 记 基因 ， 首 次 证 明了 重组 病毒 rHa-FGP 在 棉铃 虫 体 内 的 垂直 传播 ， 
丰富 了 杆 状 病毒 垂直 传播 的 证 据 。 与 Mori SEO 的 工作 相 比 ， 本 研究 由 于 gp 基因 表达 及 
GFP 重 白 检测 不 需 任 何 辅助 因子 参加 ， 证 据 更 为 直观 ， 操 作 更 为 简便 。 

棉铃 虫 是 一 种 多 食性 害虫 ， 我 国 每 年 都 以 高 昂 的 代价 来 防治 棉铃 由 。 可 铃 由 具有 很 强 的 
迁 飞 能 力 16. 。 为 了 有 效 防治 棉铃 贝 ， 必 须 掌 握 其 迁 飞 规律 。 对 迁 飞 棉铃 虫 的 识别 及 迁 飞 路 线 
的 确定 ， 在 昆虫 学 领域 一 直 采 用 同位 素 标记 ， 染 料 涂抹 ， 或 成 虫 携 带 的 花粉 种 类 进行 研究 。 
由 于 同位 素 的 污染 ， 染 料 的 褪色 以 及 花粉 种 类 的 非 地 区 特异 性 或 难以 携带 ， 不 仅 给 棉铃 虫 迁 
飞 研究 带 来 极 大 的 困难 ， 更 造成 了 研究 结果 的 重复 性 差 等 浆 端 。 本 研究 表明 ， 用 带 gp 基因 
的 杆 状 病毒 标记 昆 忠 幼 虫 ， 其 后 代 幼 忠 亦 成 为 在 自然 光 下 发 绿色 荧光 昆虫 。 因 此 ， 如 果 用 此 
法 标记 昆虫 ， 在 一 个 地 区 放飞 这 种 携带 gfp 标记 基因 的 成 忠 ， 只 要 在 男 一 地 区 发 现 有 发 绿色 
荧光 幼虫 ， 它 就 是 从 放飞 地 迁 飞 而 来 。 这 将 给 昆虫 的 迁 飞 研究 带 来 重大 变革 。 
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Vertical transmission of baculovirus and expression of 
baculovirus-mediated green fluorescent protein gene 
in successive generations of Helicoverpa armigera 


LIU Zu-qiang; YANG Fu-hua: QI Yi-peng' > ZHU Ying: ZHU Fan-xiu 
(Institute of Virology: Wuhan University, Wuhan |. 430072. China) 


Abstract: A recombinant Helicoverpa armigera nuclear polyhedrosis virus rHa-FGP carrying green 
fluorescent protein gene C gfp2 was constructed by transposon/shuttle system. Third instar larvae 
of cotton bollworm were fed with the rHa-FGP and reared in laboratory for three successive genera- 
tions without repeated infection. The percentages of larvae that emitted green fluorescence in the 
three generations were about 3496. 2096. 896. respectively. Recombination baculovirus DNA was 
extracted from the larvae of each generation: which emitted green fluorescence: and analyzed by 
PCR and dot blot. The results indicated that the green fluorescent protein gene was expressed in 
every generation and baculovirus was transmissed vertically from parent to progeny. 


Key words: green fluorescent protein gene: recombinant baculovirus: vertical transmission 
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图 版 说 明 (Explanation of Plate) 


图 版 TI (Plate I ) 


1. 重组 病毒 rHa-FGP EXE de $$ nh ZR HR 
infection of recombinant virus in HZ-AMI 
2-1. 重组 病毒 rHa-FGP 感染 的 棉铃 虫 幼虫 
infected larvae 
2-2. 正常 棉铃 虫 幼 虫 
uninfected larvae 
3. 重组 病毒 rHa-FGP 感染 的 棉铃 虫 幼虫 (a) RERE OO E; FR. (oO. d 为 未 感染 的 棉铃 虫 幼 虫 
larvae infected with recombinant virus rHa-FGP and its Fi and F; generations: a. larvae of Fg: b. larvae of F4: c. larvae of F}: 


d. uninfected larvae 
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